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摘要:目前应用于核酸现场检测的床旁检验(Point of care testing，POCT)产品均为通过将液态试剂脱水处理，让试剂以固态形
式在室温下保存，使得试剂的保存运输不再受到低温的限制，其中，应用最广泛的脱水形式是冷冻干燥处理。冷冻干燥技术
是使混合物中已经冻结的固态冰不经融化成液态水的过程而直接升华成气态，最终去除水分并保留其他有效组分的新式高
效干燥技术。由于生物活性原料在固态干粉状态下的稳定性远高于液态，因此，通过冻干脱水处理，即能实现 PCR 体系中各
组分在室温下的长期保存及稳定运输。该文综述了 PCR扩增体系冻干试剂的制备工艺，包括冻干保护剂的添加与赋形剂的
使用，并对核酸冻干试剂的应用前景进行了展望。
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核酸的床旁检验(Point of care testing，POCT)式检测技
术近年来发展迅速，如基于微流控技术的核酸提取与扩增一
体化芯片，不仅集成了核酸提取、扩增与检测的功能，还将反
应中所需的各种试剂预封装于芯片之中，操作人员仅需将样
本加入，即可在短时间内自动完成核酸的检测与结果分
析［1］。但是 PCR反应所需的酶等物质在液态常温条件下难
以维持其高生物活性，往往需要通过冷冻干燥将反应组分冻
干来达到核酸检测试剂在常温下稳定保存的目的。为了保
证冻干试剂的活性，通常在扩增体系中添加诸如海藻糖等活
性物质作为冻干保护剂;此外，单纯的扩增体系冻干后表面
疏松多孔不利于转移，可以在配方中加入赋形剂来增加试剂
的粘度［2］。目前，Cepheid 公司［3］研发的 GeneXpert 系列
PCR检测系统、Biofire 公司［4］研发的 FilmArray 多重 PCR 分
析系统等核酸诊断产品中均应用了冷冻干燥技术来储存试
剂，使得核酸现场检测试剂的运输和保存更加方便易行。本
文综述了 PCR扩增体系在冷冻干燥过程中冻干保护剂的添
加与赋形剂的使用原则，并对该冻干试剂在核酸现场快速检
测中的应用进行了展望。
1 冻干保护剂的使用
核酸扩增体系的聚合酶、反转录酶等生物活性大分子均
属于蛋白质类物质。在预冷冻、第一次干燥、第二次干燥过
程中，体系中水分的分布改变及含量减少都有可能造成这些
蛋白质类分子发生一定程度的变性［5-6］。研究发现，可通过
添加冻干保护剂的方式来减少蛋白质类物质在冷冻干燥过
程中受到的损害。
1．1 常见的冷冻干燥保护剂 冻干保护剂种类繁多，按照
其化学性质，可分为氨基酸、糖类、多羟基化合物、蛋白质、聚
合物等［7］。表 1列举了常用的各类冻干保护剂，在实际应用
中可根据不同的需求设计相应的实验来筛选合适的冻干保
护剂，然后将可行的冻干保护剂进行组合以达到最优的保护
效果。吴文学等［8］发明了一种核酸扩增反应试剂的冻干保
护剂，通过将海藻糖、甘露醇、牛血清清蛋白、吐温和水进行
一定比例的混合来达到冻干保护的目的;吴凯等［9］将海藻糖
用焦磷酸二乙酯处理过的水配置成 2 mol /L作为冻干保护剂
来制备检测 RNA/DNA 的荧光定量核酸诊断试剂体系;
Franks Felix等［10］将 2．5%～10%(m/w)的棉子糖作为冻干保
护剂，发现 PCR试剂在常温下放置 9 个月后仍能有效扩增;
邓经等［11］将海藻糖 6．4～16．0 g、聚蔗糖 0．4 ～ 1．0 g 混合并加
ddH2O至 40 mL制成冻干保护剂，分别研究了 HCV和 HIV-1
两种 RNA类病毒的 PCR检测试剂在未冻干条件下及冻干处
理后常温保存的检测效果，发现冻干试剂的保存时间显著延
长;赵化冰等［12］按照(50～ 100) :1 (w /w)的比例，将海藻糖
和牛血清清蛋白进行混合，使核酸扩增试剂冷冻干燥后能在
常温条件下运输，且证实了该冻干试剂在 4 ℃条件下可保存
6个月，在－20 ℃在条件下则可保存 1年。
表 1 常用的冻干保护剂
分类 保护剂名称
多羟基化合物 甘油、甘露醇、肌醇、山梨醇、硫醇、聚乙二醇
糖类
葡萄糖、蔗糖、乳糖、海藻糖、纤维二糖、麦芽糖、
糊精、麦芽多糖
氨基酸
脯氨酸、色氨酸、谷氨酸、谷氨酸钠、丙氨酸、甘
氨酸、肌氨酸、苯丙氨酸、精氨酸
聚合物
聚乙二醇(PEG)、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、明
胶、蛋白质牛血清蛋白
其他 吐温 80、十二烷基磺酸钠及抗坏血酸
1．2 冻干保护剂的作用机制 通过添加保护剂可以对冻干
过程中蛋白质的活性予以保护，但不同的冻干保护剂的作用
机制并不相同，目前普遍认为冻干保护机制主要有以下 3
种:优先化作用、水替代假说以及玻璃态假说［13-16］。优先化
·273· 临床检验杂志 2018年 5月第 36卷第 5期 Chin J Clin Lab Sci，May． 2018，Vol．36，No．5
* 基金项目:国防科技创新特区专项(1716312ZT00501201) ;国家科技重大专项(2017ZX10302101－001－002)。
作者简介:张建中，1992年生，男，硕士研究生，从事分子诊断相关研究。
通信作者:张师音，工程师，博士，E-mail:zhangshiyin@ xmu．edu．cn。
作用揭示了冷冻过程中冻干保护剂的作用机理，水替代假说
是指在干燥过程中随着蛋白质表面水分的流失，添加的冻干
保护剂能够代替水和蛋白质重新形成氢键，从而起到保护的
作用，玻璃态假说则从微观角度阐释了玻璃化状态下的蛋白
质的空间结构难以改变，从而有利于保持扩增体系中蛋白质
的活性。目前在冷冻干燥过程中究竟是哪一种机制发挥作
用还存在争议，有学者认为在冷冻干燥过程中是两种机制共
同协调发挥作用［7］。
2 赋形剂的使用
赋形剂是指用来支撑原料成型起主要骨架作用的物
质［17］。由于核酸扩增体系的冻干过程完成后残留下来的有
效物质较为稀疏，容易黏附在承载容器的管壁周围，难以实
现冻干后转移，因此有必要添加相应的赋形剂来保证核酸冻
干试剂具有一定的硬度和韧性，以满足对冻干后试剂不易碎
裂、便于转移的物理需求;对赋形剂的要求包括:性质稳定，
价格低廉易获得，不影响核酸冻干试剂复溶后的有效扩增，
在常温下不易变形、受潮，不影响冻干试剂的复溶速度等。
常用的赋形剂有甘露醇、甘氨酸、乳糖、右旋糖苷等。在
进行实时荧光定量 PCR 检测时可能需要用到荧光探针，为
了保证冻干体系在复溶后进行荧光定量 PCR 反应时扩增曲
线光滑且不影响荧光增益值的高低及 Ct 值的大小，在选用
赋形剂时需设计实验进行筛选并调整适宜的添加浓度，使得
赋形剂的使用在不影响冻干试剂复溶后扩增效果的前提下，
对冻干试剂有较好的成型效果，以便转移至相应的地方进行
储存。Byung Sook Moon等［18］用 65%～68%(W/W)的甘露醇
作为赋形剂，获得了大小形态均一，且吸湿性低的冻干微珠。
3 PCR试剂冷冻干燥过程中限制因素分析
前述内容主要围绕着核酸冻干体系中逆转录酶和聚合
酶这两类蛋白质的冻干保护进行了阐述，而扩增体系中除酶
以外，还包含脱氧核糖核苷三磷酸(dNTPs)、引物，以及荧光
定量 PCR所需的荧光探针或染料，这些物质也同样具有在
冷冻干燥过程中遭到破坏并影响最终的检测效果的可能
性［19］。在冻干条件优化过程中，可通过单一组分的加减法
实验对各组分进行逐一验证，例如:分析荧光探针在冻干过
程中是否受损，可通过比较“不含探针的冻干试剂复溶后补
加探针”组与“全组分冻干”组的 Ct值及荧光增益进行判断。
此外，冷冻干燥温度，冻干过程中由于水分散失而引起的核
酸检测体系中 pH 值、离子浓度的改变，均是可能的限制
因素。
3．1 引物、探针 核酸扩增反应中需要用到引物作为复制
的起始点，特异性的荧光定量 PCR 还需要用到荧光探针，在
冻干过程中，这些短链核苷酸序列存在着结构遭到破坏的可
能性;此外，荧光探针的报告荧光基团和淬灭荧光基团也存
在着遭到破坏的可能性。
3．2 温度 冷冻干燥过程分为第一阶段干燥和第二阶段干
燥，第一阶段干燥是体系中大部分水分升华的过程，在这个
过程中，体系始终保持在一个低温的环境下，该温度使得蛋
白质不会因为高温而失活;第二阶段干燥是在保证冻干试剂
不变性失活所允许的最高温度下进行的干燥过程，目的是将
体系中的水分进一步去除。两个阶段干燥温度的设置需要
保证蛋白质不受温度的影响而变性失活。
3．3 pH值、离子浓度 PCR 扩增反应缓冲液中缓冲成分结
晶不同步会导致冷冻过程中缓冲成分比例发生变化，引起
pH值改变，而大多数蛋白质只能在很小的 pH 值范围内稳
定，当 pH值改变后，容易导致蛋白质变性失活［5］。
4 冻干试剂的应用
在完善的分级诊疗标准和体系的建设过程中，技术下沉
是关键［20］，检测快速、便携方便、操作简单、结果可靠的
POCT产品将在临床中发挥重要的作用。传统的实验室检测
方法处理程序复杂，耗时较长，而 POCT 能够快速给出结果，
大大缩短实验室的平均周转时间(turn around time，TAT) ，这
将对疾病的预防、诊断和治疗带来积极的作用。目前，POCT
产品在临床上广泛应用于血糖检测、血气和电解质分析、血
凝检测、心脏标志物快速诊断、怀孕测试、传染病检测、肿瘤
标记物等细分领域。微流控芯片因其微型化、集成化、自动
化的特性，高度切合 POCT 检测技术的发展需求，对优化临
床检测具有重要意义，近年来已逐渐成为 POCT 领域的研究
热点和核心技术。
微流控技术具备将检测设备进行微型化和集成化的特
点，可以把诊断设备微缩并集成到一个便携式的装置内［21］，
微流控核酸诊断芯片可以将核酸提取、扩增及检测过程悉数
整合到单个芯片上，这样就使得所有的反应过程均处于封闭
的环境当中，即待测样本、检测试剂、实验产生的废液均被封
闭保留在芯片内，待反应结束后统一进行处理，最大程度地
避免了生物试剂对环境的污染。将核酸冻干试剂保存在相
应的芯片试剂存储腔，只需要添加待检测样本，实现了
“Sample in，answer out”的一体化操作目标。也就是说，基于
微流控技术的核酸快速检测体系所构建的“芯片上的 PCR
实验室”，不仅大幅降低了发生实验室核酸扩增产物风险的
可能，更通过极度简化的操作要求解放了检验人员，提高了
实验室产出。
近年来，POCT式的核酸检测产品相继面世，如 Cepheid
公司研发的 GeneXpert 产品，Biofire 公司研发的 Filmarray 产
品，Atlas Genetics 公司研发的 io 系统，Roche 公司生产的
CobasLiat产品等，这些产品均使用微流控芯片技术平台，实
现了核酸的提取、扩增、检测一体化的操作目标，此外，这些
POCT式的核酸检测产品均采用冷冻干燥的方式来延长试剂
在常温下的保存时间，目前 DNA 类核酸检测试剂的冷冻干
燥处理已经基本成熟，但是 RNA 类核酸检测试剂中由于包
含的逆转录酶抗冻能力差且易变性失活，导致复溶后无法有
效扩增，成为目前核酸检测试剂冻干保存过程中需要解决的
难题。
5 小结及展望
冷冻干燥方法是目前较为成熟可靠的试剂保存手段，经
过冻干处理后的生物活性试剂可以在常温下保存较长的时
间。在国家“分级诊疗”制度的政策引导下，作为分级诊疗的
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重要组成部分，现场核酸快速检测试剂的市场需求将大大增
加，研发快速、简便、准确、低成本的核酸现场诊断试剂已成
为生物医学工作者的当务之急。通过将核酸扩增试剂进行
冻干处理可以解决生物活性试剂在常温下难以长期储存及
运输的难题，为现场核酸快速检测的实现增加了可行性，使
得基于各种技术比如微流控芯片技术的各种检测平台有了
更加广泛的应用空间。在冷冻干燥过程中，核酸检测试剂的
各个组份有可能在脱水干燥过程中遭到破坏，因此需要添加
相应的冻干保护剂来保证冻干试剂复溶后进行 PCR 反应时
能达到和未冻干试剂一致的检测效果。此外，为了使冻干试
剂有一个较好的骨架结构以便转移，可通过添加适宜的赋形
剂来对冻干试剂进行赋形。总而言之，能够常温保存和运输
的核酸冻干试剂将在“分级诊疗”医疗服务体系的背景下发
挥重要作用。
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